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摘要 :【 目的 】 梨 小 食心虫 Grapholitha molesta (Busck) 是 一 种 危害 极其 严重 的 果树 害虫 。 中 肠 蛋 和 白 
酶 在 昆虫 生长 发 育 过 程 中 起 着 重要 作用 。 本 研究 测定 梨 小 食心虫 幼虫 中 肠 内 有 蛋白酶 活性 的 最 适 
pH、 有 蛋白酶 抑制 剂 和 激活 剂 对 蛋白 酶 活性 的 作用 ,为 利用 蛋白 酶 抑制 剂 防治 该 害虫 提供 新 思路 。 
【方法 】 提 取 巢 小 食心虫 3 龄 幼虫 中 肠 液 ,利用 酶 专 性 底 物 测定 各 蛋白 酶 在 3 种 不 同 缓冲 溶液 中 的 
最 适 pH (ddH,O 为 对 照 )、 蛋白酶 抑制 剂 和 激活 剂 对 中 肠 蛋 白 酶 活性 的 影响 ,同时 测定 饲 喂 蛋白 酶 
抑制 剂 (PMSF, TLCK, TPCL 和 STI) 后 梨 小 食心虫 中 肠 蛋 和 白 酶 活性 的 变化 。【 结 果 】 梨 小 食心虫 幼 
虫 中 肠 总 蛋白 酶 在 Tris-HCl, KH,PO,/NaOH 和 Glycine/NaOH 3 种 缓冲 液 中 最 适 pH 分 别 为 10.5， 
11.0 和 11.0, 强 碱 性 胰 蛋 白 酶 的 最 适 pH 分 别 为 10.5, 11.0 和 11.0, 弱 碱 性 胰 蛋 白 酶 的 最 适 pH 
分 别 为 8.5, 9.0 和 9.0, 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 最 适 pH 分 别 为 8.5, 9.0 和 9.5。5 种 蛋白 酶 抑制 齐 
(DTT, PMSF, TLCK, TPCL 和 STI) 中 , 除 TLCK 对 凝 乳 蛋白 酶 激活 外 ,其 他 蛋白 酶 抑制 剂 对 4 种 蛋 
白 酶 均 表现 为 抑制 , 且 浓度 越 大 抑制 效应 越 明显 。 抑 制剂 DTT 对 总 蛋白 酶 和 弱 碱 性 胰 蛋 和 白 酶 的 抑 
制 效果 高 于 其 他 抑制 剂 。4 种 蛋白 酶 激活 剂 (MgCl,，CaCl,, EDTA fe EGTA) 中 ,MgCl 抑制 总 蛋白 
酶 和 胰 凝 乳 蛋白 酶 活性 ,而 激活 胰 蛋 白 酶 活性 ;CaClL 激活 总 蛋白 酶 和 弱 碱 性 胰 蛋 和 白 酶 活性 ,而 抑 
制 强 碱 性 胰 有 蛋白酶 和 胰 凝 乳 蛋白 酶 ,EDTA 对 4 种 蛋白 酶 均 表现 为 抑制 ,EGTA 除 对 强 碱 性 胰 蛋 和 白 
酶 表现 为 激活 外 ,对 另外 3 种 蛋白 酶 表现 抑制 。 用 蛋白酶 抑制 剂 PMSF, TLCK, TPCL 和 STI 饲 喂 
梨 小 食心虫 幼虫 ,各 抑制 剂 均 可 抑制 4 种 蛋白 酶 活性 , 且 在 不 同 取样 时 间 抑 制 水 平 不 同 。 其 中 STI 
(50 jg/mL) 对 4 种 蛋白 酶 的 抑制 效果 高 于 其 他 抑制 剂 , 且 浓 度 越 大 抑制 效应 越 明显 。10, 20 和 
50 pg/mL STI 3 种 浓度 处 理 组 ,在 取 食 后 4 h 时 ,4 种 蛋白 酶 活性 升 高 , 且 上 升 程度 与 STI 浓度 有 
关 ; 酶 活性 在 20 ug/mL STI 处 理 后 48 h,50 pg/mL STI 处 理 后 60 h 时 最 低 , 抑 制剂 STI 表现 出 持 效 
性 。【 结论 ] 蛋白酶 抑制 剂 对 梨 小 食心虫 幼 虫 中 肠 蛋 白 消化 酶 的 活性 具有 一 定 的 抑制 作用 ,其 中 大 
豆 胰 有 蛋白酶 抑制 剂 STI 在 害虫 防治 中 具有 极其 重要 的 应 用 价值 。 
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Abstract: [ Aim] Grapholita molesta (Busck) is a fruit pest that causes extremely serious damage. Intestinal 







































































基金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 项 目 (31272043, 31071693) ; 中 国 博士 后 科学 基金 (2013M542388 ) ; 陕西 省 博士 后 科研 项 目 ; 中 央 高 校 基本 科 
研 业 务 费 专项 项 目 (2014YB087 ) ; 陕西 省 农业 科技 创新 与 攻关 项 目 (2016NY-058 ) 

作者 简介 : 赵 爱 平 , 女 , 1990 年 2 月 生 , 河南 周口 人 , 硕士 研究 生 , 研究 方向 为 农业 昆虫 与 害虫 防治 ，E-mail: 759088052@ qq. com 

“通讯 作者 Corresponding authors, E-mail; junxw@ nwsuaf. edu. cn; liyiping@ nwsuaf. edu. cn 

收 稿 日 期 Received; 2016-08-10; 接受 日 期 Accepted; 2016-09-20 












































1070 


昆虫 学 报 Acta. Entomologica Sinica 


59 15 





protease plays an important role in its growth and development processes. To provide new ideas for using 
protease inhibitors to control pest insects, the effects of the optimum pH, different inhibitors and 
activators on the midgut protease activities of C. molesta larvae were studied in this study. [ Methods] 
Enzyme fluids were extracted from the midgut of the 3rd instar larvae of G. molesta. Using enzyme 
specificity substrates, the optimum pH of the midgut proteases of G. molesta larvae was detected in three 
different buffer solutions ( ddH,O as the CK), the effect of protease inhibitors and activators on the 
midgut protease activities were determined. At the same time, the effect of the different protease 
inhibitors ( PMSF, TLCK, TPCL and STI) on the midgut protease activities was also determined when G. 
molesta larvae were fed with them. [Results] The optimum pH levels of midgut total protease of G. 
molesta larvae in the three buffers Tris-HCl, KH,PO,/NaOH and glycine/NaOH were 10. 5, 11. 0 and 
11. 0, respectively, those of high-alkaline trypsin were 10.5, 11. 0 and 11.0, respectively, those of low- 
alkaline trypsin were 8. 5, 9. 0 and 9.0, respectively, and those of chymotrypsin were 8. 5, 9. 0 and 9. 
5, respectively. Of the five protease inhibitors ( DTT, PMSF, TLCK, TPCL and STI) , except that TLCK 
activated the chymotrypsin activity, the other inhibitors inhibited the activities of all proteases; and the 
higher the inhibitor concentration was, the more significant the inhibitory effects were. The inhibition 
effects of the inhibitor DTT on the activities of total protease and low-alkaline trypsin were greater than 
those of the other inhibitors. Of the four protease activators ( MgCL,, CaCl,, EDTA and EGTA), MgCl, 
inhibited the activities of total protease and chymotrypsin but activated the trypsin activity, CaCl, 
activated the activities of casein enzyme and low-alkaline trypsin but inhibited the activities of high- 
alkaline trypsin and. chymotrypsin, EDTA inhibited the activities of the four proteases, and EGTA 
inhibited the activities of the other three proteases except high-alkaline trypsin. When G. molesta larvae 
were fed with different protease inhibitors ( PMSF, TLCK, TPCL and STI), all inhibitors could inhibit 
the activities of the four proteases, with obviously different inhibitory activities at different sampling time 
points. The inhibitory effects of STI (50 mg/mL) on the activities of the four proteases were greater than 
those of the other inhibitors; and the higher the inhibitor concentrations were, the more significant the 
inhibitory effects were. In three experimental treatments with 10, 20 and 50 pg/mL STI, sampling at 4 h 
post treatment the activities of the four proteases increased, and the increased levels was related to the 
concentration of STI. The protease activity went to its lowest level in the 20 ug/mL STI experimental 
treatment at 48 h post treatment, and the 50 pg/mL STI experimental treatment at 60 h post treatment, 
and the inhibitor STI showed a highly sustainable efficiency. [ Conclusion] This study indicates that 
protease inhibitors have certain inhibitory effects on the protease activities in larval midgut of G. molesta, 
and the inhibitor STI has a great application value in pest control. 
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梨 小 食心虫 Grapholita molesta ( Busck ) , JE REHA 
H ( Lepidoptera ) 小 卷 叶 蛾 科 (Tortricidae ) , Xay RLJ 
RERUM AKIR RUMBO 1B, BETA RA TEE 
国 果 树种 植 区 普遍 发 生 ( 陆 鹏 飞 等 , 2010) 。 其 为 害 
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化 和 营养 物质 的 吸收 而 获取 自身 营养 ,该 过 程 是 在 
各 种 蛋白 酶 的 共同 作用 下 完成 的 ,因此 ,昆虫 中 肠 内 
蛋白 酶 的 种 类 及 活性 对 昆虫 营养 的 获得 和 生长 发 育 
具有 极其 重要 的 作用 。 昆 虫 中 肠 消化 酶 主要 有 丝 氨 















































果实 ,造成 采 收 前 大 量 落果 ,不 仅 影响 当年 水 果 产 量 
和 品质 ,还 严重 影响 果树 生长 ,危害 相当 严重 。 管 理 
粗放 的 果园 虫 果 率 达 30% ~40% ,甚至 90% 以 上 ， 
给 果农 造成 了 严重 的 经 济 损失 ( 万 渊 等 , 2010; 华 
自 平等 , 2012; 张 国 辉 和 件 均 祥 , 2012) 。 

昆虫 主要 是 通过 中 肠 内 的 消化 系统 进行 食物 消 

































































酸 和 蛋白 酶 .金属 蛋白 酶 、 琉 基 有 蛋白酶 和 天 冬 氮 酸 蛋白 
酶 。 其 中 占 主要 地 位 的 是 丝氨酸 族 和 蛋白 酶 ,属于 超 
基因 家 族 。 丝 氨 酸 蛋白 酶 家 族 ( serine proteinases, 
SPs) 是 一 类 活性 中 心 在 同一 位 置 (Ser-195 ) 的 酶 , 包 
括 胰 和 蛋白酶 、 胰 凝 有 她 蛋白 酶 ,弹性 蛋白 酶 .枯草 溶菌 
酶 和 颗 激 酶 等 ( Jiang and Kanost, 2000; Li et al., 
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2004), 目前 ,关于 鳞 翅 目 昆 虫 蛋 白 酶 活性 研究 的 
报道 较 多 ,结果 表明 不 同 鳞 翅 目 昆 虫 间 的 和 蛋白酶 活 
性 存在 差异 , 且 在 不 同 pH 条 件 下 , 同 种 蛋白 酶 活性 
不 同 (Broadway, 1989; Wolfson and Murdock 1990; 
Christeller et al., 1992; Purcell et al., 1992) , 因此 ， 
最 适 pH 是 决定 昆虫 中 上 肠 蛋 白 酶 活性 的 一 个 主要 因 
素 ,能 够 直接 影响 其 活性 水 平 。 在 不 同 昆 虫 中 ,中 肠 
和 蛋白酶 最 适 pH 不 同 , 鳞 翅 目 昆虫 蛋白 酶 最 适 pH 趋 
于 强 碱 性 (Berenbaum，1980; Broadway and Duffey, 
1986b; Schultz and Lechowicz, 1986). BEH H P 
肠 强 碱 性 环境 中 , 丝氨酸 和 蛋白酶 活性 水 平 很 高 
( Applebaum, 1985) 。 王 琛 柱 和 钦 俊 德 等 (1996 ) 鉴 
定 出 棉铃 虫 中 肠 内 含有 3 种 和 蛋白酶 : 强 碱 性 胰 和 蛋白 
酶 ,最 适 pH 在 10.50 以 上 ; 弱 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 与 类 
胰 凝 有 她 蛋白 酶 ,最 适 pH 为 8.50 ~9.00; 总 和 蛋白酶 最 
适 pH 在 10.50 以 上 。 目前 关于 巢 小 食心虫 丝氨酸 
蛋白 酶 活性 鲜 有 报道 。 

蛋白 酶 抑制 剂 是 一 类 在 动 植物 和 微生物 体内 普 
遍 存 在 且 分 子 量 很 小 的 和 蛋白质 ,可 与 蛋白 水 解 酶 的 
活性 或 变 构 部 位 结合 ,抑制 蛋白 水 解 酶 活性 ( 张 兵 
等 , 2014) ,并 激发 昆虫 组 织 或 器 官 合 成 分泌 大 量 
其 他 对 蛋白酶 抑制 剂 敏感 的 蛋白 酶 ,进一步 抑制 昆 
虫 的 消化 与 营养 摄取 ,导致 一 些 必需 氨基 酸 摄 取 量 
的 不 足 , 最 后 引起 昆虫 代谢 紊乱 、 发 育 延 迟 、 死 亡 率 
升 高 、 繁 殖 力 下 降 (Broadway and Dufley, 1986a; 
Gatehouse, 2011; Zhu-Salzmanand and Zeng, 2015) 。 
蛋白 酶 抑制 剂 作 用 机 理 极其 复杂 ,其 合成 .积累 、 降 
解 和 诱导 过 程 、 蛋 白 酶 的 合成 和 作用 过 程 、 以 及 二 者 
之 间 的 相互 作用 等 因素 都 会 影响 抑制 剂 作用 的 发 挥 
( 肖 怀 秋 等 , 2006) 。 抑 制作 用 的 强 弱 程度 与 抑制 剂 
的 种 类 ACE . 酶 与 抑制 剂 的 比例 酶 溶液 的 稀释 倍 
数 有 关 ( Broadway，1989 ) 。 和 蛋白 酶 抑制 剂 种 类 很 
多 ,根据 其 活性 基 团 可 分 为 琉 基 、 丝 氮 酸 、 金 属 、 天 冬 
氨 酰 蛋白酶 抑制 剂 ,其 中 丝氨酸 蛋白 酶 抑制 剂 在 昆 
虫 蛋 白 酶 的 抑制 方面 起 主要 作用 ,其 与 昆虫 抗 性 有 
关 , 可 用 于 害虫 的 防治 (于 飞 等 , 2004) 。 当 食物 中 
加 入 抑制 剂 ,昆虫 会 调整 肠 道 内 和 蛋白酶 来 适应 特定 
的 抑制 剂 ,从 而 自身 酶 活性 会 受到 影响 (Chougule et 
al., 2005) 。 作 为 一 种 可 行 的 害虫 防治 策略 ,和 蛋白酶 
抑制 剂 具 有 很 大 的 潜力 ,已 有 报道 表明 丝氨酸 蛋白 
















































































国 昭 等 , 2013)。 

本 研究 运用 生化 技术 测定 梨 小 食心虫 幼虫 中 肠 
总 蛋白 酶 . 强 碱 性 胰 和 蛋白 酶 、 弱 碱 性 胰 和 蛋白 酶 、 胰 凝 
乳 重 白 酶 活性 在 不 同 缓冲 液 中 的 最 适 pH , 明确 不 同 
种 类 抑制 剂 和 激活 剂 处 理 后 及 分 别 饲 喂 不 同 蛋白 酶 
抑制 剂 后 4 种 蛋白 酶 活性 的 变化 ,筛选 最 佳 抑制 剂 ， 
其 结果 将 为 合成 含 蛋白 酶 抑制 剂 的 生物 农药 ,或 将 
抑制 剂 基因 转 到 寄主 植物 中 构建 转基因 植物 提供 理 
论 依据 ,也 可 为 以 中 肠 和 恒 白 酶 为 靶 标 的 害虫 防治 提 
供 新 的 途径 。 











1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 与 试剂 
1.1.1 试 虫 : 梨 小 食心虫 为 西北 农林 科技 大 学 植物 
保护 学 院 害虫 防治 研究 室 人 工 饲养 多 代 的 梨 小 食 心 
虫 。 人 工 饲 料 参考 杜娟 等 (2010 ) 的 方法 配制 ,饲养 
在 温度 26 上 0. 5C ,相对 湿度 70% + 上 10% , 光 周 期 
15L: 9D ,光照 强度 4 800 Ix 的 ZPQ-280B WATA 
候 箱 。 用 10 色 蜂 密 水 饲 喂 成 虫 。 
1.1.2 试剂 :毛茶 磺胺 偶 氮 酶 蛋白 (AZOCASEIN)、 
Na- 葵 甲 酰 -DL- 精 氨 酸 -p- 硝 基 茶 胺 (BApNA) Na-p- 
甲 茶 磺 酰基 -L- 精 氨 酸 甲 酯 (TAME)、N- 茶 甲 酰基 -L- 
酷 氨 酸 乙 酯 (BTEE)、2-D Quant Kit 1:358] x A H1 AE 
磺 酰 氟 (PMSF) , No-p- FH 4 fii uc -L-o6 23 2 SC FH Ac f] 
(TLCK ) , Na-XT H! 2 fi Wc-L-2& Vj 24 B2 SC P. dE B] 
(TPCK) V 大豆 胰 蛋白酶 抑制 剂 (STI) 35 p 28 
Sigma 提供 ;二 甲 基 亚 砚 (DMSO ) ,氧化 钠 , 乙 二 胺 四 
乙酸 (EDTA) 、 乙 二 醇 二 乙醚 二 胺 四 乙酸 (ECGTA ) 、 
二 硫 苏 糖 醇 (DTT) „MgCl, „CaCl, 其 他 试剂 均 为 国产 
分 析 纯 试剂 。 
1.2 中 肠 酶 液 的 制备 

将 梨 小 食心虫 3 龄 幼虫 在 0 ~4% 冰 上 迅速 解 
BJ. FH AY NaCl(0. 15 mol/L) 溶液 冲洗 体液 , 截 
取 虫 体 中 肠 及 其 内 含 物 , -20% 储存 。 测 试 前 取出 ， 
以 0.15 mol/L 的 NaCl 溶液 在 冰 浴 内 匀 浆 。 色 浆液 
用 离心 机 ,在 12 000 r/min 4% 下 ,离心 min, RE 
清 液 作为 测试 用 的 中 肠 酶 粗 提 取 液 。 根 据 Bradford 
(1976) 法 进行 蛋白 浓度 测定 ,以 BSA( 牛 血清 白 蛋 
H) 为 标准 蛋白 ,2-D Quant Kit 试剂 盒 测 定 梨 小 食 心 


















































































































































酶 抑制 剂 可 用 于 食 草 害虫 的 防治 (Tamhane et al., 
2005, 2007) 。 大 豆 胰 和 蛋白酶 抑制 剂 STI 能 显著 抑 
制 斜纹 夜 蛾 幼虫 体重 和 肾 重 ,延迟 其 生长 发 育 和 延 
长 世代 历 期 ; 且 幼 虫 龄 期 越 低 ,抑制 作用 越 显著 ( 吴 
































虫 中 肠 酶 粗 提 取 液 中 可 洲 性 总 蛋白 含量 。 
1.3 蛋白酶 最 适 pH 测定 

各 蛋白 酶 活性 测定 参照 王 琛 柱 和 钦 俊 德 
(1996) ,适当 修改 , 均 在 3 种 缓冲 溶液 条 件 下 ,使 用 
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酶 标 仪 测定 ,重复 进行 3 次 。 反 应 缓冲 体系 :0.1 
mol/L Tris-HCl 缓冲 液 ,pH 6.0 ~ 11.0;0.1 mol/L 
KH,PO,/NaOH 缓冲 液 ,pH 6.0 ~ 11. 0;0. 1 mol/L 
Glycine/NaOH 绥 冲 液 ,pH 6.0 ~11.0。 

总 蛋白 酶 活性 测定 :以 氨 茶 磺胺 偶 氮 栈 蛋 白 
( AZOCASEIN ) 为 底 物 , 偶 氮 酷 蛋白 以 20 mg/mL 的 
浓度 溶 于 NaCl(0. 15 mol/L) 溶 液 ,加 入 2 滴 甲 茶 以 
防止 微生物 的 污染 ,4% 保存 。 在 1.5 mL 离心 管 中 ， 
加 底 物 偶 氮 酪 蛋白 液 100 kL、 中 肠 酶 液 10 pL 和 
0.1 molL 反 应 缓冲 液 40 pL。 在 温 箱 (30°C ) 温 育 
3h, 加 入 150 pL 预 冷 的 20% (my) ZA LR 
(TCA) 终 止 反 应 。 反 应 混合 物 在 12 000 r/min 4*C 
下 离心 15 min, 取 上 清 液 加 入 96 孔 板 点 样 孔 中 , 立 
即 置 于 酶 标 仪 上 ,在 415 nm 测 光 吸收 度 值 。 

类 胰 和 蛋白 酶 活性 测定 :采用 两 种 专 性 底 物 ,分别 
是 BAPNA 和 TAME。BAPNA 以 20 mg/mL FZ 
HH AE NE. S ( DMSO), Æ 1. 5 mL 离心 管 中 加 入 
BAPNA ii 100 uL.0. 1 mol/L 反应 缓冲 液 90 pL 及 
中 肠 酶 提取 液 10 uL, 30*C 反应 20 min, 加 入 到 96 
孔 板 点 样 孔 内 ,立即 置 于 酶 标 仪 上 置 于 酶 标 仪 上 ,于 
405 nm 处 , 读 取 吸光 度 值 。TAME 以 2 mmol/L F 
0.15 mol/L NaCl 溶液 中 ,在 1.5 mL 离心 管 中 加 入 
TAME 液 100 pL.0.1 mol/L 反应 缓冲 液 90 pL 及 中 
肠 酶 提取 液 10 nkL,30% 反应 20 min, 加 入 到 96 FL 
板 点 样 孔 内 ,立即 置 于 酶 标 仪 上 ,于 247 nm 处 读 取 
吸光 度 值 。 

类 凝 乳 和 蛋白酶 活性 测定 :以 BTEE 为 反应 底 物 ， 
BTEE 以 1 mmol/L 溶 于 含 10% (v/v) 甲醇 的 0.15 
mol/L NaCl 溶液 中 ,在 1.5 mL 离心 管 中 加 入 BTEE 
液 100 pL、0.1 mol/L 缓冲 液 90 pL 及 中 肠 酶 提取 
液 10 kL,30C 反 应 20 min, 加 入 到 96 孔 板 点 样 孔 
内 ,立即 置 于 酶 标 仪 上 ,于 256 nm 处 读 取 吸光 度 值 。 
1.4 蛋白酶 抑制 剂 和 激活 剂 对 梨 小 食心虫 中 肠 蛋 
白 酶 活性 的 影响 

配制 不 同 种 类 和 浓度 的 抑制 剂 (DTT，PMSF， 
TLCK, TPCL 和 STI) 和 激活 剂 ( MgCl,，CaCl,， 
EDTA 和 EGTA) , ddH,O 作为 对 照 , 共 21 个 处 理 。 
反应 体系 :在 离心 管 (1.5 mL) 中 ,加 底 物 100 pL、 抑 
制剂 或 激活 剂 10 pL、 中 肠 酶 液 10 pL 和 0.1 mol/L 
反应 缓冲 液 80 pkL ,孵育 15 min, 各 和 蛋白 酶 活性 在 最 
适 条 件 ( 总 蛋白 酶 活性 测定 是 在 Glycine/NaOH. pH 
11.0 缓冲 液 . 强 碱 性 胰 和 蛋白 酶 是 在 Tris-HCl pH 10.5 
缓冲 液 . 弱 碱 性 胰 和 蛋白 酶 是 在 Clycine/NaOH pH 9.0 
缓冲 液 . 胰 凝 乳 和 蛋白酶 是 在 Tris-HCl pH 8.5 缓冲 




























































































液 ) 下 测定 ,每 处 理 重 复 3 次 。 
1.5 饲 喂 蛋白 酶 抑制 剂 对 梨 小 食心虫 中 肠 蛋 白 酶 
活性 的 影响 

分 别 取 100 pL PMSF (5 mmol/L), TPCK (20 
pmol/L) , TLCK (0.5 mmol/L) fll STI (10, 20 和 50 
pg/mL) 4 种 和 蛋白酶 抑制 剂 加 入 到 配制 好 的 人 工 饲 
料 中 ,以 ddH, O 为 对 照 , 共 21 个 处 理 ,每 处 理 接 入 3 
龄 梨 小 食心虫 初期 幼虫 (实验 前 饥饿 4h) ,重复 3 
次 。 在 取 食 0, 4, 8, 12, 24, 36, 48, 60, 72 和 84h 
时 分 别 取样 ,提取 中 肠 酶 液 , -20C 保存 备用 。 

按照 1.4 节 方 法 ,在 各 和 蛋白酶 最 适 pH 条 件 下 ， 
测定 不 同 抑制 剂 饲 喂 的 梨 小 食心虫 幼虫 中 肠 内 总 蛋 
白 酶 . 强 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 、 弱 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 和 类 胰 
凝 乳 重 白 酶 活性 。 
1.6 数据 分 析 

采用 SPSS 20.0 软件 ,进行 单 因素 方差 分 析 (P < 
0.05) ;采用 GraphPad Prism 5.0 进行 图 表 的 制作 。 


























2 结果 


2.1 梨 小 食心虫 中 上 肠 蛋白 酶 最 适 pH 

分 别 在 3 种 缓冲 溶液 中 , 设置 不 同 范围 的 pH， 
用 酶 标 仪 测 定 梨 小 食心虫 中 肠 和 蛋白 酶 活性 ,结果 表 
明 : 梨 小 食 心 曰 幼虫 中 肠 总 蛋白酶 在 Tris-HCl, 
KH,PO,/NaOH 和 Glycine/NaOH 3 种 缓冲 液 中 最 适 
pH 分 别 为 10.5, 11. 0 和 11.0, 强 碱 性 胰 和 蛋白 酶 分 
别 为 10.5, 11.0 和 11.0; 弱 碱 性 胰 和 蛋白酶 分 别 为 
8.5, 9.0 和 9.0; 胰 凝 乳 蛋 白 酶 分 别 为 8.5, 9.0 和 
9.5( 图 1)。 图 1(A) 中 ,3 种 缓冲 溶液 中 ,总 蛋白 酶 
活性 随 pH 值 的 增加 而 增加 , 且 在 pH 7.5 - 8.5 d 
围 内 差异 不 显著 。 当 pH <8.0 时 ,总 蛋白 酶 活性 在 
KH,PO0s/ANaOH 缓冲 液 低 于 其 他 缓冲 液 , 当 pH >9.0 
时 ,在 Glycine/ NaOH 缓冲 液 中 总 蛋白 酶 活性 上 升 趋 
势 明 显 高 于 其 他 缓冲 液 ,而 在 KH, PO,/NaOH 2E vp 
WF, pH > 10.0 时 ,其 活性 上 升 显 车 。 在 图 1 
(B) 中 , 强 碱 性 胰 蛋 白 酶 活性 随 pH 值 的 上 升 而 上 
升 , 且 在 3 种 缓冲 溶液 中 差异 明显 (活性 在 
KH, PO,/ NaOH 缓冲 液 较 高 ,在 Tris-HCl 缓冲 液 中 次 
之 ,在 Glycine/NaOH 缓冲 液 中 较 低 ) 。 在 图 1(C ) 
中 , 弱 碱 性 胰 和 蛋白 酶 活性 随 pH 值 的 增加 呈 先 增加 
后 降低 趋势 , 且 活 性 在 Tris-HCl 缓冲 液 中 低 于 其 他 
缓冲 液 。3 种 缓冲 溶液 中 ,活性 在 pH 6.0 ~7.5 范 
围 内 变化 不 明显 。 在 图 1(D) 中, 弱 碱 性 胰 和 蛋白 酶 
活性 随 pH 值 的 增加 呈 先 增加 后 降低 趋势 ,是 在 3 种 
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Fig. 1 Changes in the midgut protease activities of the 3rd instar larvae of Grapholitha molesta detected in different pH buffer solutions 
A: 总 蛋白 酶 Total protease; B: 强 碱 性 胰 和 蛋白 酶 High-alkaline trypsin; C; 弱 碱 性 胰 和 蛋白酶 Low-alkaline trypsin; D: 胰 凝 乳 蛋 白 酶 Chymotrypsin. 








妈 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 。Data in the figure are mean + SE. 

En ESI S Ci E Tris-HCI 缓冲 液 中 较 
低 ,在 Glycine/NaOH 缓冲 液 中 次 之 ,在 KH,PO,/ 
NaOH 缓冲 液 较 高 ) o E Tris-HCI 缓冲 液 中 , 当 pH < 
8.5 时 ,活性 变化 明显 ,而 当 pH >8.5 时 ,活性 呈 下 

















降 趋 势 但 不 明显 。 
2.2 ”抑制 剂 和 激活 剂 对 梨 小 食心虫 中 上 肠 蛋 白 酶 活 
性 的 影响 





取 梨 小 食心虫 3 龄 初期 幼虫 的 中 肠 酶 提取 液 ， 
在 各 和 蛋白 酶 反应 最 适 pH 条 件 下 ,测定 各 浓度 抑制 
剂 和 激活 剂 对 梨 小 食心虫 中 肠 蛋 白 酶 活性 的 作用 ， 
结果 见 图 2。 由 图 2(A) 可 以 看 出 ,各 蛋白酶 激活 剂 
(MgCl, CaCL, EDTA 和 EGTA ) 和 抑制 剂 (DTT ， 
PMSF, TPCK, TLCK 和 STI) 对 梨 小 食心虫 总 蛋白 
酶 活性 的 影响 , 除 CaCl, 表现 为 激活 外 ,其 他 处 理 均 
表现 为 抑制 , 且 除 EDTA 高 浓度 抑制 效果 小 于 低 浓度 
外 ,其 他 均 为 浓度 越 大 ,抑制 效果 越 显 车 ,如 对 照 酶 活 
性 为 0.28 OD/min * mg pro, 5 pg/mL STI 处 理 组 总 
蛋白 酶 活性 为 0.26 OD/min * mg pro, 50 ug/mL STI 
处 理 组 的 酶 活性 为 0.28 OD/min * mg pro, DTT 的 抑 
制 效 果 高 于 其 他 抑制 剂 。 在 图 2(B) 中 ,各 蛋白酶 激 
活 剂 和 抑制 剂 对 梨 小 食心虫 强 碱 性 胰 和 蛋白 酶 活性 的 
























































影响 为 除 MgCl 和 EGTA 表现 为 激活 外 ,其 他 处 理 均 
表现 为 抑制 , 且 浓 度 越 大 ,抑制 效果 越 显 著 。 在 图 2 
(C) 中 ,各 和 蛋白酶 激活 剂 和 抑制 剂 对 梨 小 食心虫 弱 碱 
性 胰 和 蛋白 酶 活性 的 影响 为 MgC 和 CaCl, 表现 为 激 
活 , 其 他 处 理 均 表 现 为 抑制 , 且 浓 度 越 大 ,抑制 效果 越 
XE. DIT 的 抑制 效果 高 于 其 他 抑制 剂 。 在 图 2(D) 
中 ,各 和 蛋白酶 激活 剂 和 抑制 剂 对 梨 小 食心虫 胰 凝 乳 蛋 
白 酶 活性 的 影响 , 除 TLCK 表现 为 激活 外 ,其 他 处 理 
均 表现 为 抑制 , 且 浓 度 越 大 ,抑制 效果 越 显 著 。 

2.3 ”人 饲 喂 抑制 剂 对 梨 小 食心虫 中 肠 蛋 白 酶 活性 的 
影响 

2.3.1 不 同 抑 制剂 对 蛋白 酶 活性 的 影响 :将 蛋白 酶 
抑制 剂 PMSF (5 mmol/L), TPCK (20 pmol/L ) , 
TLCK(0.5 mmol/L) fli STI(50 ug/mL) 分 别 加 入 到 
配制 好 的 人 工 饲 料 , 饲 喂 梨 小 食心虫 幼虫 ,分 别 于 取 
食 后 0,4, 8, 12, 24, 36, 48, 60, 72 和 84 h 取样 ， 
在 各 和 蛋白酶 最 适 pH 条 件 下 ,测定 其 中 上 肠 酶 活性 , 结 
果 表 明 :在 取 食 后 0 -8 h 期 间 , 对 照 组 的 各 和 蛋白酶 
活性 呈 上 升 趋势 ,在 8, 36 和 60 h 出 现 3 个 峰值 ,各 
和 蛋白酶 抑制 剂 的 整体 抑制 效果 不 同 , 在 不 同 处 理 时 
间 的 抑制 效果 也 不 同 (图 3)。 

































































1074 


昆虫 学 报 Acta. Entomologica Sinica 


59 $è 





> > 
w 
v 


> 
p 
© 


2 
N 
Ù 


CK1 23456 7 8 9101112131415 1617181920 


总 蛋白 酶 活性 (0D/min*mg pro) 
Total protease activity 


样品 Sample 





Pe 
eo 


2 
o 


2 
a 





0.6 ck ti 234567891011121314151617181920 


Low-alkaline trypsin activity 
© 
oo 





样品 Sample 





弱 碱 性 胰 蛋 白 酶 活性 (0OD/minmg pro) 




















o uw 
p 
Ù 


> 
D 
= 


o 
iD 
UA 





CK1 23456 7 8 910111213141516 17181920 


Hight-alkaline trypsin activity 


样品 Sample 





强 碱 性 胰 蛋 白 酶 活性 (0OD/minmg pro) 


om.r 
© coo 
a © tA 


2 : 
bo 
A 





Chymotrypsin activity 
[-] 
2 
© 


CK1 2345 6 7 8 9101112131415 161718 1920 


胰 凝 乳 蛋 白 酶 活性 (0D/minmg pro ) 


样品 Sample 

















R2 不 同 浓度 蛋白 酶 激活 剂 和 抑制 剂 对 梨 小 食心虫 3 龄 幼虫 中 肠 和 蛋白 酶 活性 的 影响 








Fig. 2 Effects of different concentrations of protease inhibitors and activators on the activities of midgut proteases of 


the 3rd instar larvae of Grapholitha molesta 
A: 总 蛋白 酶 Total protease; B: 强 碱 性 胰 和 蛋白 酶 High-alkaline trypsin; C: 弱 碱 性 胰 和 蛋白 酶 Low-alkaline trypsin; D; 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 Chymotrypsin. 
CK: ddH,O; 1: 5 mmol/L MgCl ; 2: 10 mmol/L MgCl, ; 3: 5 mmol/L CaCl, ; 4: 10 mmol/L CaCl, ; 5: 5 mmol/L DTT; 6: 10 mmol/L DTT; 7: 5 

















mmol/L EDTA; 8: 10 mmol/L EDTA; 9: 5 mmol/L PMSF; 10: 10 mmol/L PMSF; 11: 5 mmol/L EGTA,12: 10 mmol/L EGTA; 13: 1 mmol/L 
TPCK; 14: 2 mmol/L TPCK; 15: 1 mmol/L TLCK; 16: 2 mmol/L TLCK; 17: 5 ug /mL STI; 18: 10 pg /mL STI; 19: 20 pg /mL STI; 20: 50 ug 
/mL STI. 黑色 虚线 表示 对 照 组 数值 ;图 中 数据 为 平均 值 + 标 准 误 。The black dotted line indicates the figure of the control group. Data in the figure 





are mean + SE. 


从 图 3(A) 可 知 , 各 抑制 剂 处 理 过 的 样品 总 蛋 
白 酶 活性 低 于 对 照 组, 总体 上 抑制 总 蛋白 酶 活性 。 
随 着 取 食 时 间 的 延长 ,各 抑制 剂 处 理 组 总 蛋白 酶 活 
性 在 取 食 后 36 h 处 上 升 之 后 呈 下 降 趋势 。 由 图 3 
(B) 可 知 ,各 抑制 剂 处 理 过 的 样品 强 碱 性 胰 和 蛋白 酶 
活性 低 于 对 照 组 ,总 体 上 抑制 强 碱 性 胰 和 蛋白 酶 活性 。 
随 着 取 食 时 间 的 延长 ,抑制 剂 TPCK 对 巢 小 食 心 忠 





乳 和 蛋白酶 的 抑制 效果 明显 高 于 其 他 抑制 剂 ,各 抑制 剂 
处 理 组 酶 活性 在 36 h 处 上 升 之 后 时 下 降 趋势 。 

2.3.2 人 饲 喂 不 同 浓度 的 抑制 剂 STI 对 和 蛋白酶 活性 
的 影响 :用 10, 20 和 50 pg/mL 3 种 不 同 浓度 大 豆 
胰 蛋 白 酶 抑制 剂 STI 饲 喂 巢 小 食心虫 ,分 别 在 取 食 
后 0, 4, 8, 12, 24, 36, 48, 60, 72 和 84 h 取样 ,在 
最 适 pH 条 件 下 ,测定 其 各 蛋白 酶 活性 的 变化 ,结果 











幼虫 中 肠 强 碱 性 胰 和 蛋白 酶 的 抑制 效果 低 于 其 他 抑制 
剂 ,而 大 豆 胰 蛋白 酶 抑制 剂 STE 的 抑制 效果 最 明显 ; 
各 和 蛋白酶 抑制 剂 处 理 组 的 强 碱 性 胰 和 蛋白 酶 活性 在 
60 h 处 上 升 之 后 呈 下 降 趋 势 。 在 图 3(C) 中 ,总 体 
上 各 蛋白酶 抑制 剂 抑制 弱 碱 性 胰 蛋 白 酶 活性 ( 即 各 
蛋白 酶 抑制 剂 处 理 过 的 梨 小 食心虫 的 弱 碱 性 胰 和 蛋白 
酶 活性 低 于 对 照 组 ) 。 随 着 取 食 时 间 的 延续 ,各 抑 
制剂 处 理 组 弱 碱 性 胰 蛋 白 酶 活性 在 36 h 处 上 升 之 
后 呈 下 降 趋势 。 在 图 3(D) 中 ,各 抑制 剂 在 总 体 上 抑 
制 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 活性 (在 总 体 上 除 抑制 剂 TPCK 外 ， 
其 他 各 抑制 剂 处 理 过 的 样品 胰 凝 乳 蛋 白 酶 活性 低 于 
对 照 组 ) 。 随 着 取 食 时 间 的 延续 ,抑制 剂 STI 对 胰 凝 





























表明 :4 种 蛋白 酶 在 10, 20 和 50 pg/mL STI 3 fii 
度 处 理 组 , 取 食 后 4 h 时 , 酶 活性 均 升 高 , 且 上 升 程 
度 与 STI TREE XK, BIA EGER, 活性 升 高 越 小 ;在 
取 食 后 4h 和 36 h 出 现 2 个 峰值 ,有 旦 在 36 h 后 酶 活 
性 呈 下 降 趋势 (图 4)。 

由 图 4(A) 可 以 看 出 , 梨 小 食心虫 取 食 不 同 浓 
度 的 大 豆 胰 和 蛋白酶 抑制 剂 STI 后 ,各 浓度 STI 处 理 
组 的 总 蛋白 酶 活性 均 发 生 明 显 变化 ,不 同 浓度 抑制 
剂 STE 的 抑制 效果 不 同 ,浓度 越 大 ,抑制 作用 越 明 
显 。 对 照 组 的 总 蛋白 酶 活性 在 取 食 后 4 -8 h HIR], 
呈 上 升 趋势 ,在 8, 36 和 60 h 出 现 3 个 峰值 ; 酶 活性 
在 20 ug/mL STI 处 理 组 48 h(0.04 OD/min * mg pro) , 
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图 3 人 饲 喂 不 同 蛋白 酶 抑制 剂 (PMSF,，STI，TLCK 和 TPCK) 对 梨 小 食心虫 3 龄 幼虫 中 肠 蛋 白 酶 活性 的 作用 
Fig. 3 Effects of feeding different protease inhibitors ( PMSF, STI, TLCK and TPCK) on the activities of midgut 
protease of the 3rd instar larvae of Grapholitha molesta 
A: 总 蛋白 酶 Total protease; B: 强 碱 性 胰 和 蛋白 酶 High-alkaline trypsin; C; 5888 EJES4E A i Low-alkaline trypsin; D: 胰 凝 乳 蛋 白 酶 Chymotrypsin. 
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四 中 数据 为 平均 值 + 
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标准 误 。Data in the figure are mean + SE. 
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图 4 


强 碱 性 上 胰 蛋 白 酶 活性 (0OD/mminmg pro) 
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Fig. 4 Effects of feeding different concentrations of protease inhibitor STI on the activities of midgut proteases of the 3rd 


instar larvae of Grapholitha molesta 


中 数据 为 平均 值 上 标准 误 。Data in the figure are mean + SE. 


白 酶 Chymotrypsin. 
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50 pg/mL STI 处 理 组 60 h(0.04 OD/min * mg pro) 
时 最 低 , 最 后 达到 稳定 。 由 图 4(B) nTAU, SU] Eo 
虫 取 食 不 同 浓度 的 大 豆 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 STE 后 ,各 
浓度 STI 处 理 组 的 强 碱 性 胰 和 蛋白 酶 活性 均 发 生 明 显 
变化 。 对 照 组 的 强 碱 性 胰 和 蛋白 酶 活性 在 取 食 后 4 - 
8 h 期 间 , 呈 上 升 趋势 ,在 8, 36 和 72 h 出 现 3 个 峰 
值 ;STI 10 pg/mL 浓度 处 理 组 酶 活性 在 饲 喂 84 h 时 
明显 升 高 。 由 图 4(C) 可 知 , 梨 小 食心虫 取 食 不 同 浓 
度 的 大 豆 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 STI 后 ,各 浓度 STI 处 理 
组 的 弱 碱 性 胰 和 蛋白 酶 活性 均 发 生 明 显 变化 。 对 照 组 
的 弱 碱 性 胰 和 蛋白酶 活性 在 取 食 后 0 -8 h 期 间 , 呈 上 
升 趋势 ,在 8, 36 和 60 h 表现 出 3 个 峰值 ;而 STI3 
种 浓度 处 理 组 在 4, 36 和 60 h 出 现 3 个 峰值 。 由 图 
4(D) 可知, 巢 小 食心虫 取 食 不 同 浓度 的 大 豆 胰 重 白 
酶 抑制 剂 STI 后 ,各 浓度 STI 处 理 组 的 胰 凝 乳 和 蛋白 
酶 活性 均 发 生 明 显 变 化 。 对 照 组 的 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 活 
性 在 取 食 0 ~8 h 期 间 , 呈 上 升 趋势 ,在 8, 36 和 60 h 
出 现 3 个 峰值 。 



































3 结论 与 讨论 


目前 关于 鳞 翅 目 昆 虫 蛋白 酶 活性 的 研究 较 多 。 
昆虫 中 肠 内 的 pH 值 对 蛋白 消化 酶 活性 的 影响 很 
大 。 由 于 昆虫 生存 的 环境 、 寄 主 及 其 个 体 间 存在 的 
差异 引起 中 肠 pH 值 的 不 同 ,从 而 导致 蛋白 酶 活性 
存在 较 大 差异 (Berenbaum, 1980; Broadway and 
Duffey, 1986b; Schultz and Lechowicz, 1986) 。 粉 纹 











酶 活性 较 高 。 胰 凝 乳 蛋白 酶 在 弱 碱 性 的 环境 中 酶 活 
性 达到 最 大 值 。 

Mg?* 和 Ca 等 二 价 金属 离子 、. 乙 二 胺 四 乙酸 
(EDTA) 乙 二 醇 二 乙醚 二 胺 四 乙酸 (EGTA ) 等 金属 
歼 合 剂 是 很 多 种 蛋白 酶 的 激活 剂 。 本 研究 结果 表 
明 ,Mg”' 对 总 蛋白 酶 和 胰 凝 乳 蛋 白 酶 抑制 ,对 胰 蛋 
白 酶 激活 。Ca ' 对 总 蛋白 酶 和 弱 碱 性 胰 和 蛋白酶 激 
活 , 但 效果 不 明显 ,对 强 碱 性 胰 蛋 白 酶 和 胰 凝 乳 蛋白 
酶 抑制 。EDTA 对 4 种 和 蛋白酶 均 表 现 为 抑制 。 
EGTA 除 对 强 碱 性 胰 重 白 酶 激活 外 ,对 其 他 3 种 蛋 
白 酶 抑制 ,这 与 王 琛 柱 和 钦 俊 德 (1996 ) 在 棉铃 虫 上 
的 研究 结果 一 致 。 蛋白 酶 抑制 剂 DTT, PMSF, 
TLCK, TPCL 和 STI, 能 抑制 多 种 蛋白 酶 的 活性 ,本 
研究 发 现 除 TLCK 对 梨 小 食心虫 幼虫 中 肠 凝 乳 蛋 白 
酶 激活 外 ,其 他 抑制 剂 对 总 蛋白 酶 、 强 碱 性 胰 和 蛋白酶 
和 蛋白酶 . 弱 碱 性 胰 和 蛋白酶 均 表 现 为 抑制 , 且 浓 度 越 
大 ,抑制 现象 越 明显 。DTT 的 抑制 效果 高 于 其 他 抑 
制剂 。 

用 不 同和 蛋白 酶 抑制 剂 (PMSF，TLCK，TPCL 和 
STI) 饲 喂 梨 小 食心虫 3 龄 幼虫 发 现 ,各 抑制 剂 均 表 
现 为 抑制 , 且 在 取 食 后 不 同时 间 段 ,抑制 效果 不 同 。 
其 中 STI 对 4 种 蛋白酶 的 抑制 效果 高 于 其 他 抑制 
剂 ,此 结果 与 王 琛 柱 等 (1995 ) 的 研究 结果 一 致 。 用 
和 蛋白酶 抑制 剂 饲 喂 梨 小 食心虫 幼虫 0 ~8 h, KEA 
酶 活性 上 升 , 是 由 于 幼虫 饥饿 处 理 后 取 食 ,中 肠 内 和 蛋 
白 酶 发 挥 作用 ,而 在 期 间 ,蛋白酶 抑制 剂 还 未 发 挥 作 
用 或 作用 较 小 ; 饲 喂 8 h 时 ,各 和 蛋白酶 活性 下 降 , 蛋 





























































































































夜 蛾 的 胰 和 蛋白 酶 的 最 适 pH 值 分 别 为 8. 5 ,而 菜 粉 蝶 
的 为 8.0(Broadway，1989 ) 。 本 研究 发 现 , 梨 小 食 心 
虫 幼虫 中 肠 总 蛋白 酶 在 Tris-HCl, KH, PO,/Na0H 和 
Glycine/NaOH 3 种 缓冲 液 中 最 适 pH 分 别 为 10. 5 ， 
11.0 和 11.0, 强 碱 性 胰 和 蛋白 酶 的 最 适 pH 分 别 为 
10.5, 11.0 和 11.0; 弱 碱 性 胰 和 蛋白 酶 的 最 适 pH 分 
别 为 8.5, 9.0 和 9.0; 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 最 适 pH 分 
39 8.5, 9.0 和 9.5。 总 蛋白 酶 活性 在 pH 6.0 ~ 
8.5 范围 内 变化 不 明显 ,而 在 pH >8.5 后 ,上 升 趋势 
显著 。 在 不 同 缓冲 液 和 pH TE P , 强 碱 性 胰 和 蛋白 
酶 与 总 蛋白 酶 的 活性 变化 相似 , 其 最 适 pH 值 比较 
接近 总 蛋白 酶 的 最 适 pH 值 , 二 者 都 需要 强 碱 性 环 
境 , 可 推 新 在 梨 小 食心虫 幼虫 中 肠 消 化 道内 , 强 碱 性 
胰 和 蛋白酶 是 一 种 极其 重要 的 消化 蛋白 酶 ,在 Tris- 
HCI 缓冲 液 和 KH,PO,/NaOH 缓冲 液 pH 11.0 Hj, 
酶 活性 下 降 , 可 能 是 由 于 蛋白酶 活性 在 pH 11.0 处 
不 稳定 。 而 弱 碱 性 胰 和 蛋白 酶 只 有 在 弱 碱 性 的 环境 ， 


























白 酶 抑制 剂 发 挥 其 作用 ; 饲 喂 12 h 时 ,各 和 蛋白 酶 活 
性 上 升 , 可 能 是 由 于 梨 小 食心虫 开始 适应 蛋白 酶 抑 
制剂 的 作用 ,如 图 3(B) 中 ,各 蛋白 酶 抑制 剂 组 在 1 ~ 
48 h 期 间 , 梨 小 食心虫 幼虫 中 肠 强 碱 性 蛋白 酶 活性 
变化 不 明显 ,但 与 对 照 组 相 比 , 仍 表现 为 抑制 效应 。 
和 蛋白酶 抑制 剂 对 昆虫 的 抑制 作用 ,会 使 其 产生 
抗 营养 效应 ,而 打破 各 消化 蛋白 酶 之 间 的 平衡 ,造成 
昆虫 消化 系统 的 紊乱 ,从 而 给 昆虫 的 生长 发育 及 繁 
殖 造 成 巨大 影响 (Tamhane et al., 2005) 。 同 时 当 昆 
虫 取 食 蛋白 酶 抑制 剂 后 , 自身 的 消化 系统 ,会 通过 调 
整 中 肠 和 蛋白 酶 的 活性 或 比例 ,来 适应 蛋白 酶 抑制 剂 
的 抑制 作用 ,从 而 影响 蛋白 酶 活性 。 本 研究 用 不 同 
浓度 的 蛋白 酶 抑制 剂 STI 饲 喂 梨 小 食心虫 幼虫 ,发 
现 STI 能 够 抑制 4 种 有 蛋白酶 (总 蛋白 酶 、. 强 碱 性 胰 蛋 
白 酶 、 弱 碱 性 胰 和 蛋白 酶 、 胰 凝 乳 蛋白 酶 ) T PE, HL 
度 越 大 抑制 效果 越 明显 。 对 照 组 的 强 碱 性 胰 蛋 白 酶 
活性 在 取 食 4 ~8 h 期 间 , 呈 上 升 趋势 ,在 8,，36 和 

























































































10 $ 赵 爱 平等 : 蛋白 酶 抑制 剂 对 梨 小 食心虫 幼虫 中 肠 蛋 白 酶 活性 的 影响 1077 


























72 h 表现 出 3 个 峰值 ;而 10, 20 和 50 pg/mL STI 3 
种 浓度 处 理 组 ,在 取 食 4h 时 ,总 蛋白 酶 活性 升 高 ， 
且 浓 度 越 大 ,活性 升 高 越 小 ;在 4 和 36 h 出 现 2 个 
峰值 ,在 4h 活性 上 升 ,可 能 是 由 于 饥饿 处 理 后 , 接 
着 取 食 食物 ,而 此 刻 和 蛋白 酶 抑制 剂 的 抑制 效应 较 小 ， 
蛋白酶 活性 表现 为 上 升 ;之 后 抑制 剂 的 抑制 效应 增 
加 ,导致 酶 活性 下 降 , 在 36 h 酶 活性 上 升 ,可 能 是 昆 
虫 通过 对 自身 系统 的 调节 ,而 对 和 蛋白酶 抑制 剂 产 生 
适应 性 。4 种 和 蛋白酶 活性 在 20 pg/mL STI 处 理 48 h 
和 50 pg/mL STI 处 理 60 h 时 最 低 。50 pg/mL STI 
处 理 组 在 取 食 60 h 后 酶 活性 水 平均 较 低 ,说 明 高 浓 
度 的 STI 具有 高 效 性 和 持 效 性 。 在 实际 应 用 中 ,可 
考虑 使 用 20 ~50 phg/mL STI, 且 取 食 48 ~60 h 为 最 
佳 抑 制 时 期 。 根 据 本 研究 结果 发 现 重 白 酶 抑制 剂 对 
昆虫 蛋白 消化 酶 的 活性 具有 一 定 的 抑制 作用 ,在 筛 
选 其 作为 抗 虫 制剂 中 ,大 豆 胰 蛋白酶 抑制 剂 STI 在 
害虫 防治 中 具有 极其 重要 的 应 用 价值 。 

棉铃 虫 幼虫 短期 取 食 大 豆 胰 蛋白酶 抑制 剂 
STI, 中 肠 内 弱 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 活性 上 升 ,而 强 碱 性 
类 胰 和 蛋白 酶 类 胰 凝 乳 和 蛋白酶 和 总 蛋白 酶 活性 则 降 
低 , 且 其 幼虫 的 生长 发 育 受 到 一 定 的 影响 。 抑 制作 
用 随 抑 制剂 浓度 的 增加 ,对 幼虫 生长 发 育 的 抑制 效 
果 加 强 。 若 幼虫 长 期 取 食 低 浓度 抑制 剂 HK ESSE 
乳 和 蛋白 酶 活性 上 升 , 强 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 活性 下 降 , 总 
和 蛋白酶 活性 无 明显 变化 ; 知 幼 虫 长 期 取 食 高 浓度 抑 
制剂 ,总 和 蛋白酶 和 强 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 活性 下 降 ( 王 琛 
柱 等 , 1995; Upadhyay and Chandrashekar, 2012) 。 用 
大 豆 胰 和 蛋白酶 抑制 剂 STI 饲 喂 斜纹 夜 蛾 幼虫 , 随 着 
饲 喂 代 数 的 增加 ,STI 对 幼虫 和 晴 的 体重 抑制 作用 
减 小 , 旦 世代 周 期 缩短 。 昆 虫 可 以 通过 调节 自身 的 
生长 发 育 过 程 ,对 STI 的 适应 能 力 提高 ,从 而 STI 的 
抑制 作用 逐渐 降低 (Chougule et al., 2005; 吴 国 昭 
等 , 2013)。 而 本 研究 是 在 短 时 间 饲 喂 抑 制剂 后 测 
定 梨 小 食心虫 中 肠 和 蛋白 酶 的 活性 变化 ,后 续 研 究 应 
增加 饲 喂 时 间 ,探索 长 期 饲 喂 抑 制剂 后 酶 活性 的 变 
化 ,同时 也 应 增加 生物 学 研究 ,观察 其 对 梨 小 食心虫 
发 育 状 况 的 影响 ,以 利用 抑制 剂 防 治 害虫 提供 更 科 
学 的 参考 依据 。 
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